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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft Transplantat-Akzeptanz induzierende Zellen monozytaren Ursprungs, sowie de- 
ren Herstellung, und deren Verwendung zur Erzeugung von Transplantat-Akzeptanz. 

[0002] Vorzugsweise betrifft die Erfindung Transplantat-Akzeptanz induzierende Zellen (im folgenden auch 
TAIZ genannt), die sich von humanen Monozyten ableiten. 

Stand der Technik 

[0003] Die Erfindung betrifft femer den monoklonalen Antikorper GM-7, der spezifisch erfindungsgernaBe 
Transplantat-Akzeptanz induzierende Zellen erkennt, die aus dem Menschen abgeleitet sind. Die Erfindung 
betrifft auBerdern die Verwendung des Antikorpers GM-7 zum Nachweis und/oder zur Selektion von Transplan- 
tat-Akzeptanz induzierenden 2^e!len. 

[0004] Der Beg riff Transplantation" wind in der Immunologic fur den Transfer von Zellen, Geweben oder Or- 
ganen von einem Korper-Bereich in den anderen verwendet Der Bedarf fur Transplantationen ergibt sich aus 
der Erkenntnis, daB zahlreiche Erkrankungen durch die Ubertragung (Transplantation) von gesunden Orga- 
nen, Geweben oder Zellen von einem diesbeziiglich gesunden Individuum - dem Donor - auf ein an derjewei- 
ligen Erkrankung leidendes Individuum - den Empfanger oder Wirt - geheilt werden konnen. 
[0005] Abhangig von dem Verhaltnis zwischen Donor und Empfanger, unterscheidet man die folgenden 
Transplantattypen: 

1 . Autologe Transplantate: Hierbei handelt es sich urn Gewebe oder Zellen, die innerhalb ein- und dessel- 
ben Individuums von einem Korperbereich in den anderen transplantiert werden. 

2. Isologe Transplantate: Hierbei handelt es sich um den Transfer zwischen genetisch identischen Individu- 
al Beispiele hierfursind Inzuchtstamme von Ratten oder Mausen. Bei Menschen kommen isologe (synge- 
ne) Transplantate zwischen genetisch identischen (monozygoten) Zwillingen in Betracht. 

3. Allogene Transplantate: Dieser Begriff bezeichnet Transplantate zwischen genetisch unterschied lichen 
Mitgliedern der gleichen Spezies, wie beispielsweise von einem menschlichen Individuum zu einem ande- 
ren, oder bei Versuchstieren von einem Inzuchtstamm zum anderen. 

4. Xenologe Transplantate: Hierbei handelt es sich um den Transfer zwischen verschiedenen Spezies, wie 
beispielsweise die Obertragung eines Affenherzens in einen Menschen. 

[0006] In der Regel erzeugen autologe und isologe Transplantate keine immunologischen Probleme im Sinne 
einer AbstoBungsreaktion. Dies gilt Jedoch nicht im Falle von allogenen und xenologen Transplantaten. Derar- 
tige Transplantate werden von dem Immunsystem des Emplangers als fremd erkannt und nach verhaltnisrna- 
Big kurzer Zeit abgestoBen. Bei der allogenen/xenologen AbstoBungsreaktion spielen die T-Lymphozyten 
(nachfolgend als T-Zellen bezeichnet) eine zentrale Rolle. Diese Zellen .erkennen die fremden Zellerfanband 
von deren Haupthistokompatibilitats-Komplexen (MHC = major histocompatibility complex). Der fremde 
MHC-Komplex sensibilisiert die antigen-reaktiven T-Zellen des Empfangers, und anschlieBend fuhren die auf 
diese Weise aktivierten T-Zellen zur Zerstorung der Donor-Zellen bzw. des Spendergewebes. Zellen mit unter- 
schiedlichen MHOKomplexen werden auch als "MHC-drfferent" bezeichnet. 

[0007] Die Transplantation von ailogenen oder xenogenen Zellen, Geweben oder Organen fuhrt zwangsiaufig 
zum gemeinsamen Vbrhandensein von Zellen zweier unfcerschiedlicher Individuen, d.h. von MHC-differenten 
Zellen im Blut des Wirtes. Dieses Phanomen bezeichnet man als "Chimerismus". Man unterscheidet Mikro- 
und Makrochimerismus. Als Mikrochimerismus wird ein Zustand bezeichnet, bei dem vom Spender abgeleitete 
Zellen beispielsweise nach Blut- oder Knochenmarkstransfusion oder nach Transplantation Lymphozyten-rei- 
cher Organe wie Dunndarrn oder Leber, in dem MHC-f remden Wirt zwar persistierend aber nur vereinzelt nach- 
weisbar bleiben. Von Makrochimerismus wird dann gesprochen, wenn rnehr als 5% der im Empfanger geftin- 
denen Zellen vom Spender abstammen, wobei in beiden Fallen zwischen Blut- und Organ-Chimerismus mit 
entsprechendem Nachweis von Spenderzellen im Blut oder in den Organen des Empfangers zu unterscheiden 
ist 

[0008] In gewissem Umfang kann Chimerismus zur Entstehung von Toleranz gegenuber Transplantaten fuh- 
ren. So wurde bei Personen, die sich beispielsweise infolge einer Leukamie oder Lymphomerkrankung einer 
allogenen Knochenmarktransplantation mit weitgehend ubereinstimmendem MHC-Muster zwischen Spender 
und Empfanger unterziehen muBten, nach enfsprechender myeloablativer Konditionierung (Zerstorung des ei- 
genen Knochenmarks und der daraus abgeleiteten Blutzellen) und nachgeschalteter Stammzell-Transplanta- 
tion, ein w Spenderchimerismus w beobachtet wurde. Bei diesen Patienten stammten rnehr als 99% der im Blut 
nachweisbaren Zellen aus den Stammzellen des Spenders, und dieser Chimerismus bildete die Grundlage fur 
Toleranz gegenuber alien von diesem Spender transplantierten Organen. Diese Beobachtung wurde in einer 
Reihe von Winischen Beispielen von nachgeschalteten Nieren-, Leber- und Lungensegmentspenden bestatigt 
[Day B., et aL, "Outcomes of Recipients of both bone marrow and solid organ transplants: A review." Medicine 
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(Baltimore) 77, 355-369 (1989)]. Fur die Toleranzinduktion ist es in diesern Zusarnmenhang nicht entschei- 
dend, daB ein kompletter Spenderchimerismus-definiert als das Vorhandensein von mehrals 90% Spender- 
zellen im peripheren Blut eines allogenen Empfangers - vorliegt, sondem es hat sich erwiesen, daft eine Frac- 
tion von 5% Spenderzellen - bezeichnet als "gemischter" Chimerismus - ausreicht, um Tolerartz zu induzieren 
[vgl. Ubersicht bei Acholonu LN. und Ildstad ST., The role of bone marrow transplantation and tolerance: Or- 
gan-specific and cellular grafts", Curr. Opin. Organ. Transplant 4, 189-196 (1999)]. 

[0009] Prinzipiell wurde damit zwar belegt, da& der mit einer Knochenmarktransplantation (KMTx) einherge- 
hende Spenderchimerismus Toleranz tnduziert, dessenungeachtet war es jedoch bisher nicht moglich, bei voil- 
standig MHC-drfferenten Spender- und Empfanger-Konstellationen eine erfolgreiche allogene KMTx durchzu- 
fuhren. Dies beruht auf der Tatsache, daG> die hierfur bendtigte Vorbereitung, d.h. die Konditionierung des Emp- 
fangers (siehe oben), drei wesentliche Gefahren fur den Ernpfanger birgt. Zum einen fuhrt die Knochenmarkto- 
xizitat der angewendeten Chemotherapeutika, die mit oder ohne zusatziiche Bestrahlung verabreicht werden, 
zu einer erheblichen Morbiditat; zum anderen besteht die Gefahr der Absto&ung des transplantierten Knochen- 
marks trotz vorheriger Konditionierung; und schlieftlich besteht das Risiko einer Transplantat-gegen-Wirt Er- 
krankung, bei der sich die mit dem Transplantat in den Wirt ubertragenen T-Zellen gegen den Organ ismus des 
Wirts wenden (GvHD = graft versus host disease) [vergl. Wolff S.N., "Hematopoietic cell transplant from volun- 
teer unrelated or partially matched related donors: Recent developments." Curr. Opin. Organ. Transplant 5, 
372-381 (2000)] . Diese Erkrankung tritt imrner dann ein, wenn das Imrnunsystem des Empfangers durch die 
vomerige Konditionierung so geschwacht ist, da&die mit dem Knochenmark ubertragenen T-Zellen eine letale 
AbstoBung im Ernpfanger auslosen konnen. 

[0010] Zur VermekJung der oben aufgezeigten Probleme herrschen derzeit Bestrebungen, die Konditionie- 
rung des Empfangers moglichst schwach zu gestaiten. Je grader jedoch die MHC-Differenz zwischen Spender 
und Ernpfanger ist, desto starker muli die Konditionierung gewahlt werden, um die Abstofiung des transplan- 
tierten Knochenmarks zu verhindem; damrt steigt gleichzeitig wieder das Risiko der Transplantat-gegen-Wirt 
Erkrankung (GvHD). 

[0011] Es ist bisher nicht genau untersucht worden, fur welche Zeit der induzierte Chimerismus im Empfan- 
gerblut nachweisbar bleiben mud, um eine stabile Toleranzsituation fur ein Spenderorgan zu gewahrieisteh. 
Zuverlassige Daten a us dem Mausmodell sprechen jedoch dafur, dati bereits ein 2 Wochen lang nachweisba- 
rer Makrochimerismus zur Toleranzentstehung ausreicht [Weckerie, T. et aL "Allogenic bone marrow transplan- 
tation with co-stimulatory blockade induces macrochimerism and tolerance without cytoreductive host treat- 
ment. 0 Nat. Med. 6, 464-469 (2000)]. 

[0012] Die Notwendigkeit zur EntwicWung von Altemativen zu den derzeit verfugbaren Immunsuppressiva zur 
Erzeugung von Toleranz ergibt sich unterzwei wesentlichen Gesichtspunkten. Zum einen sind die bisher kli- 
nisch verfugbaren Immunsuppressiva nicht in der Lage, die chronische Transplantatabstolkjng zu verhindem, 
und zum anderen gehen mit der permanenten Einnahme von Immunsuppressiva erhebliche Nebenwirkungen 
einher, die den Patienten gegenuber viralen, bakteriellen und mykotischen Infektionen anfillig rnachen, und 
die durch Malignomentstehung und durch Erkrankung en des Herzkreislaufsystems, insbesondere durch Herz- 
infarkte und durch Herzinsuffizienz [vgl. Wheeler, D. C. und Steiger, J. "Evolution and Etiology of Cardiovascu- 
lar Diseases in Renal Transplant Recipients" Transplantation 70, 41-45 (2000)] erhebliche Gefahrdungen er- 
zeugen. 

[001 3] Es wind daher dringend ein klinisch urnsetzbares Konzept zur Induktion Spend er-spezifischer Toleranz 
benotigt, d.h., ein Konzept, wonach die Immunantwort des Wirts gegenuber den Gewebeantigenen, die auf 
dem von dem Spender ubertragenen Organ vorhanden sind, spezrflsch unterdruckt wird, bei dem jedoch an- 
sonsten die Immunkompetenz des Wirts vollstandig erhalten bieibt 

[0014] Durch ein derartiges Konzept wurde sich auch mitterfnstig eine deutiiche Senkung der Diskrepanz zwi- 
schen Organbedarf und Organangebot ergeben, da auf diese weise wertaus weniger Organe durch akute und 
chronische Absto&ungsvorgange veriorengehen wiirden. Der Mangel an verfugbaren Organen sei anhand ei- 
ner Statistik aus den USA vom Februar 2001 erlautert: 
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k 

Transplantat-Typ 


•Zahl der warteaden Patienten 


Nierc 


47.996 


Leber 


17.151 


Bauchspeicheldriise 


1.060 


Bauchspeicheldruseniiiselzeile 


185 


Niere-Bauchspcicfaeldriise 


2.442 


Daxm 


151 


Herz 




Herz-Lungc 


210 


Longe 


3.721 


Gesamtzahl der Patkoten 


74.800 



Tabelle 1: 

Aktuelle Daten aus der "UNOS (United Nations Organ Share Registry) National Patient Waiting List for Organ 

Transplant (Februar 2001)' 

[0015J Auf diese weise erWaren sich die immensen nationalen und intemationalen Bernuhungen. Konzepte 
fur die Induktion Spenderspezifischer Toleranz zu entwickeln. 

[0016] Aufgabe der Erfindung ist es daher. Mrttel zur Verfugung zu stellen, mittels derer die T-Zellen des Emp- 
fanger-Organismus auf soiche Weise beeinfluBt werden, daB sie die jeweiligen fremden Zellen. Gewebe oder 
Organe langfristig ohne AbstoBung tolerieren bzw. akzeptieren. Die Beschaffenheit dieser Mrttel sowie ihre Er- 
zeugung oder Verwendung sollten dabei keine ethischen und/oder rechtlichen Probleme verursachen. und sis 
mussen schnell fur den geplanten Therapieeinsatz in den dazu erforderiichen Mengen und zu vertretbaren 
Herstellungskosten erzeugt werden konnen. 

[001 7] Zur Losung der Aulgabe dienen die erfindungsgemiBen Transplantat^Akzeptanz induzierenden Zellen 
(TAIZ) monozytaren Ursprungs aus vertebraten Lebewesen, insbesondere aus Menschen. ErfindungsgemaB 
hat es slch Qberraschenderwelse gezeigt, daB erflndungsgem§B modifizierte Monozyten aus dem Blut des 
Spenders (Organ-Donors) In der Lage slnd, bei pra- und/oder postoperatlver Gabe den Empfangerorganismus 
vordessen Korper-elgenen. durch den fremden MHC-Komplex aktivierten T-Zellen zu schQtzen und damit die 
AbstoBung des Transplantats zu verhindern. Die modif izierten Zellen I6sen bei bestlmmungsgemaBer Verwen- 
dung zur Induktion von Transplantat-Toleranz als "zellulare Therapeutika" keine oder keine nennenswertenNe- 
benwirkungen im Sinne der zellularen AbstoBung. der Induktion von Tumoren, insbesondere von bosartigen 
Tumoren, und der Transplantat-flegen-Wirt Erkrankung in dem jeweiligen Patienten aus. 
[001 8] Es hat slch Qberraschenderwelse gezeigt daB das erflndungsgemaBe Verfahren zur in vitro Modifica- 
tion von Monozyten in solcher Weise fQhrt, daB Zellen erhalten werden, die die Eigenschaften aulweisen, nach 
derlniektion in einen nlcht-lmmunsupprimleiten allogenen Empfangerdie natUrllcherweise einsetzende immu- 
nantwort gegen Zellen oder Gewebe des Spenders abzuwehren, unddie so in der Lage sind fur -rnhd estens 
3 Wochen Im peripheren Blut zu zlrkulieren. Nach Gabe von etwa 10* Zellen/kg Korpergewicht (KG) llegt der 
resultlerende Chlmerlsmus Im Berelch von 5-20%. Dieser translente Chlmerismus Induziert 

a) Langzeitakzeptanz filr nachgeschaltete Organtransplantatlonen vom gleichen Spender, vorzugsweise in- 
nerhalb von 1 0 Tagen nach intravenoser Gabe der Zellen, und 

b) Langzeitakzeptanz in Verblndung mit kurzfristlger immunsuppressiver Behandlung bei Verwendung der 
Zellen Im AnschiuB an die Oigantransplantation. 

Beschreibung der Figuren 

[0019] Fig. 1: Durchfluflzytometrlsche Bestimmung der Bindungsfahlgkeit von GM-7 an monozyrare Ur- 
sprungszellen vor (linke Graphik) und nach (rechte Graphik) der erfindungsgemaBen Modifikation der Zellen. 
Die x-Achse gibt die Anzahl der gebundenen Zeilen wleder. 

[00201 Fig. 2A: Kaplan-Meler-Oberiebenskurven von Herztransplantaten nach heterotopen Herztransplanta- 
tionen mit und ohne pra-operative Gabe von aus dem Spender abgeleiteten TAIZ im Rattenmodell (n - 1 0 Tiere 
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pro Gruppe). 

[0021] Fig. 2B: Histologisches Praparat einss LEW-Altotransplantats am 1 50. POT (postoperativen Tag) nach 
heterotoper Transplantation in das Abdomen einer DA-Empfangerratte, die am Tag - 7 mit 10 6 LEW-abgelei- 
teten TAIZ vorbehandelt worden war. VergroBerungsfaktor: 40. 

[0022] Fig. 2C: Histologisches Praparat aus dem Thymus einer mit 1 0 6 LEW-abgeleiteten TAIZ vorbehandel- 
ten DA-Ratte nach Markierung des Praparats mit dem fur LEW-MHC-Klasse I spezrfischen monoklonalen An- 
tikorper I 1 .69. Vergrofcenjngsfakton 40. 

[0023] Fig. 2D: Durchfluttzytometrischer Nachweis von Spender^abgeleiteten Zellen in vier nicht immunsup- 
primierte DA-Emptangerratten nach Injektion von LEW-abgeleiteten TAIZ (Ratten 1-3: 10* Zellen / kg x KG; 
Ratte 4: 1 0 4 Zellen/kg x KG) . 

[0024] Fig. 3: Kaplan-Meier-Oberiebensloirven von Herztransplantaten nach heterotopen Herztransplantati- 
onen mit und ohne post-operative Gabe von aus dem Spender abgeleiteten TAIZ in Verbindung mit einer initi- 
alen Gabe von 4 ZyWen Cyclosporin A (CSA; 5mg/kg xKG) im Ratten mod eil (n = 6-1 0 Tiers pro Gruppe). 
[0025] Fig. 4A-C: Kaplan-Meier-Gberlebenskurven von Herz-(A), Leber(B) und Niererv(C) Transplantaten 
nach heterotopen (A und C) bzw. orthotopen (B) Transplantationen mit und ohne pra -operative r Gabe von aus 
dem Spender abgeleiteten TAIZ (n = 6 Here pro Gruppe). 

[0026] Fig. 4D-F: Histologische Praparate von DA-Transplantaten der Niere (D), der Leber (E) und der Haut 
(F) nach heterotoper Transplantation in eine LEW-Empfangematte. 

[0027] Fig. 5A: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven von Herztransplantaten nach .heterotopen Herztransplanta- 
tionen verschiedener Inzuchtstamm-Kombinationen mit und ohne post-operative Gabe von aus dem Spender 
abgeleiteten TAIZ in Verbindung mit einer inffialen Gabe von 4 ZyWen CSA (5mg/kg x KG) im Rattenmodell (n 
= 6 Here pro Gruppe). 

[0028] Fig. 5B: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven von Herztransplantaten nach heterotopen Herztransplanta- 
tionen 7 Tage nach Gabe von unterschiedlich praparierten Blutmonozyten aus LEW-Spendertieren (n = 6 Tiere 
pro Gruppe). 

[0029] Fig. 6A: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven von Lunge ntranspiantaten nach orthotopen linkssertiger 
Lungentransplantationen in Schweinen ("outbred minipigs") unter Verwendung einer Tripleimmunsuppression 
aus CSA, Azathioprin (AZA) und Steroiden (STE). (n = 4 Here pro Gruppe). 

[0030] Fig. 6B: Rontgenthoraxaufhahmen (posterior-anterior-Technik) von zwei einseitig links lungentrans- 
plantierten Schweinen ("outbred minipigs") am 41 . bzw. 55. POT. Die Tripleimmunsuppression aus CSA, AZA 
und Steroiden wurde 28 Tage nach Transplantation abgesetzt. 

[0031] Fig. 7A: Gemischte Lymphozytenkultur aus TAIZ eines Individuums B, Responderzellen eines 
MHC-diskordanten Spenders A und bestrahlten Zellen eines Spenders C. Suppressionswirkung von TAIZ des 
Individuums B (schwarze Saulen) und unbehandelter Monozyten des Individuums B (graue Saulen). WeiRe 
Saulen: Medium ohne Zusatz von inhibitorischen Zellen. 

[0032] Fig. 7B: Gemischte Lymphozytenkultur aus Zellen eines Individuums B (lyrnphozytare Zellpopulation, 
CD20*: graue Saule; monozytare Zellpopulation, CD14": schwarze Saule), Responderzellen eines MHC-dis- 
kordanten Spenders A und bestrahlten Zellen eines Spenders C zum Vergleich der Suppressoraktivitat von 
CD1 4* und CD20*-Zellen. 

[0033] Fig. 7C: Gemischte Lymphozytenkultur aus CD14*-Monozyten eines Individuums B (GM-7 - : graue 
Saule; GM-7*: schwarze Saule), Responderzellen eines MHC-diskordanten Spenders Aund bestrahlten Zellen 
eines Spenders C zum Vergleich der Suppressoraktivitat von CD147GM-7*- und CD147GM-7*-Zellen. 
[0034] Die TAIZ gemaS der Erfindung werden zur Herberfuhrung von Transplantatakzeptanz in der Regei in 
einer Menge von lO'-IO 8 Zellen je Kilogramm Korpergewicht, vorzugsweise 10* Zellen je Kilogramm Korper- 
gewicht, eingesetzt. Die Gabe der TAIZ kann mehrfach erfblgen, vorzugsweise bei grower MHC-Ditferenz drei- 
mal im Abstand von eiwa 1 0 Tagen. Die hierzu erfonderliche Gesamtzellzahl kann innerhalb von 6 bis 8 Tagen 
nach Blutabnahme kostengunstig bereitgestellt werden. 

[0035] Die erfindungsgemaBen Zellen (TAIZ) haben sich im Tierversuch und in Kuitur als risikolos bezugfich 
der Malignomentstehung erwiesen, ein Ergebnis, welches aufgrund der Natur der monozytaren Ursprungszei- 
le, von der die ertlndungsgemaBen Zellen abgeleitet sind, auch nicht anders zu erwarten war. 
[0036] Die wesentlichen Schritte des erfindungsgemaften Verfahrens zur Herstellung von TAIZ monozytaren 
Ursprungs umfassen: 

(a) Isolieren von Monozyten aus Blut, vorzugsweise aus humanem Blut; 

(b) Vermehren der Monozyten in einem geeigneten Kutturmedium, welches ein wachstumsfordemdes Mtt- 
tel, vorzugsweise den Makrophagenkolonie stimulierenden Faktor (nachfolgend als M-CSF bezeichnet) 
enthalt; und 

(c) Stimulation der Monozyten mit y-lnterferon (nachfolgend als y-lFN bezeichnet); 

(d) Gewinnung der in Stufe c) gebildeten Transplantat-Akzeptanz induzierende Zellen durch Abtrennen der 
Zellen von dem Kulturmedium. 
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[0037] Es konnte erfindungsgernaB gezeigt werden, daB die Stimulierung mit v-IFN einen entscheidenen 
Schritt bei der Herstellung der TAIZ darstellt (vgl. Beispiel 7B). 

[0038] Nach in vitro Kuttivierung und Stimulation der Ursprungszellen (Monozyten) mit v-lnterferon entsteht 
eine Subpopulation von Zellen (60-70s derGesamtzellen), die den monoklonalen Antikorper GM-7 bindet, der 
von der Hybridomzellinie DSM ACC2542 gebildet wird. Bei dem monoklonalen Antikorper GM-7 handelt es 
sich urn einen Antikorper vom Immunglobulin Isotyp IgG^, dessen leichte Kette den kappa-lsotyp besitzt. Cha- 
rakteristisch fur diesen Antikorper ist seine stringente Bindungsfahigkeit an die durch die erfindungsgemaften 
Kulturbedingungen modrfizierten Monozyten, da die monozytare Ursprungszelle nicht erkannt wird, d.h. eine 
Bindung das Antikorpers an die Ursprungszelle findet nicht start. Daruber hinaus wurde an 20 freiwilligen Pro- 
banden gezeigt, daB GM-7 auch nicht an humane Zellen im peripheren Blut bindet. 

[0039] Der Antikorper wurde durch Immunisieren von Mausen mit von humanen Monozyten abgeleitetetn 
TAIZ nach dem Fachmann bekannten Verfahren hergestellt (Davis, W.C. "Methods in Molecular Biology: Mo- 
noclonal Antibody Protocols", New York: Humana Press Inc. Totowa, 1995). Durch Fusion einer den Antikorper 
produzierenden B-Zelle und einer Myelomzelle aus der Maus wurde im folgenden eine Hybridomazellinie her- 
gestellt Verfahren, die der Herstellung solcher Zellinien dienen, sind im Stand der Technik bekannt (Davis, 
W.C. "Methods in Molecular Biology: Monoclonal Antibody Protocols", New York: Humana Press Inc. Totowa, 
1995; Kohler, G., Milstein. C. "Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specifity", 
Nature 256, 495-497 (1975)). Die den Antikorper GM-7 produzierende Hybridomazellinie wurde nach den Vor- 
schriften des Budapester Vertrages bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu- 
ren GmbH, Braunschweig, Deutschland) unter der Nummer DSM ACC2542 hinteriegt 
[0040] Fig. 1 zeigt die in der DurchfluBzytometrie ermittelte Bindungsfahigkeit von GM-7 an monozytare Zel- 
len nach erfindungsgemaBer in vitro Modifikation. Es laftt sich erkennen, daa die direkt aus Buffy-coat gewon- 
nenen CD14-positiven Monozyten den Antikorper GM-7 nicht binden (die grau unterlegte Wolke ist deckungs- 
gleich mit der nicht unterlegten Antikorperkontrolle). Dagegen exprimieren ein Teil der Monozyten nach Kulti- 
vienjng in Gegenwart von M-CSF und Stimulation mit v-IFN ein Antigen, welches vom monoklonalen GM-7 An- 
tikorper erkannt wird. Der monoklonale Antikorper GM-7 wurde als Isotyp K-IgG^ charakterisiert. Das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren fuhrt somit zur Anderung des phenotypischen Musters der Antigenexpression auf der 
Zellmembran der modifiziertBn Monozyten (Fig. 1). 

[0041] Der monoklonale Antikorper GM-7 bindet spezifisch an diejenige Zellpopulation, die unter denjenigen 
Zellen, die durch das erfindungsgernaBe Verfahren erzeugt worden sind, die wirkungsvoilste Transplantat-Ak- 
zeptanz induzieren (vgl. Beispiel 9). Der erfindungsgernaBe Antikorper GM-7 reprasentiert somit ein auBeror- 
dentlich wirksames und leicht handhabares Mittel zur Selektion und Aufreinigung der die Transplantat-Akzep- 
tanz induzierenden Zellen (TAIZ). Mit Hilfe des Antikorpers laSt sich erfindungsgernaB eine homogene und 
hochwirksame TAIZ-Population generieren. 

[0042] GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung selektiert man im AnschluB an die Stufen 
c) Oder d) des oben erwahnten Verfahrens die TransplantaWVkzeptanz induzierenden Zellen durch Bindung an 
den von der Hybridomzellinie DSM ACC2542 produzierten Antikorper GM-7. 

[0043] Zur Selektion der erfindungsgemaBen TAIZ wird der Antikorper mit der Probe unter Bedingungen in 
Kontakt gebracht, die eine Bindung des Antikorpers an die in der Probe befindlichen Transplantat-Akzeptanz 
induzierenden Zellen eriauben. Die aus der Bindung resultierenden Reaktionskomplexe werden anschlieBend 
von der Probe separiert Zu diesem Zweck kann der Antikorper vor dem Kontakt mit der Probe auf einem Tra- 
germaterial immobUisiert werden; er kann beispieisweise an eine fur chromatographische Zwecke verwendba- 
re Matrix Oder an sog. "magnetic beads" gebunden werden. Dieses Vorgehen errnoglicht, Transplantat-Akzep- 
tanz induzierende Zellen aus groBen Probenvolumina zu selektieren und anzureichem. 
[0044] Zur Gewinnung der Transplantat-Akzeptanz induzierenden Zellen wird nach der Separierung des Re- 
aktionskomplexes von der Probe die Bindung zwischen Antikorper und Transplantatakzeptanz induzierenden 
Zellen gelost. Dies kann nach im Stand der Technik bekannten Methoden wie z.B. durch kompetitive Verdran- 
gung oder durch waschen mit Salzlosungen erlblgen. 

[0045] Der monoklonale Antikorper GM-7 erlaubt ferner den qualitativen und quantitativen Nachweis der er- 
findungsgemaBen Transplantat-Akzeptanz induzierenden Zellen monozytaren Ursprungs in Blut- und/oder 
Gewebeproben des Patienten in vitro. Bei diesem Patienten kann es sich beispieisweise urn den Empfanger 
eines noch zu transplantierenden oder eines bereits transplantierten Organs handeln. Die Bildung von Reak- 
tionskomplexen in der Probe, die das vbrhandensein und gegebenenfalls die Menge der Transplantat-Akzep- 
tanz induzierenden Zellen anzeigen, wird mittels bekannter Verfahren nachgewiesen. 

[0046] Zum Nachweis der Reaktionskomplexe kann voriiegend beispieisweise der Antikorper GM-7 direkt mit 
einem nachweisbaren Molekul gekoppelt ("markierr) werden, das z.B. kovaient an den Antikorper gebunden 
wird Geeignete nachweisbare Molekule sind auf dem Gebiet der molekularen Diagnostik in groBer Anzah! be- 
schrieben und umfassen u^. Fluoreszenzfarbstoffe. wie beispieisweise Fluarescein-lsothiocyanat oder Tetra- 
methylrhodamin-5-isothiocyanat, Lumineszenzfarbstoffe, radioaktiv markierte Molekule und Enzyme, wie bei- 
spieisweise Peroxidasen (vgl. Lottspeich, R, Zorbas, H. "Bioanalytik", Spektrum Akademischer Veriag GmbH, 
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Heidelberg-Berlin, 1998). 

[0047] Der Nachweis des Antikorpers erfokjt in Abhangigkeit des Molekuis, das zu seiner Markierung gewahlt 
wurde. Im Rahmen der voriiegenden Erfindung wurde der Antikorper GM-7 mit dem fluoreszierenden Molekul 
Fluorescein-lsothiocyanat (FITC) gekoppelt, sodaB der Nachweis des Antikorpers mittels DurchfluBzytometrie 
und/oder Fiuoreszenzmikraskcpie erfolgen konnte. Verfahren zur Markierung von Antikorpern mit FITC sind 
dern auf dem Gebiet tatigen Fachmann bekannt 

[0048] Aitemativ kann der Reaktionskornplex auch in einem zweistufigen Verfahren mit Hirfe von sekundaren 
Antikorpern nachgewiesen werden. Dabei kann der unmarkierte Antikorper GM-7 im Reaktionskornplex mit ei- 
nem werteren, markierten Antikorper nachgewiesen werden (vgl. Lottspeich, F., Zorbas, H. "Bioanarytik", Spek- 
trum Akademischer Veriag GmbH, Heidelberg-Berlin. 1998). Dieses zweistufige Nachweisverfahren ist erheb- 
lich empfindlicheralsder direkte Bindungsnachweis des erfindungsgemaBen Antikorpers, da mehrere markier- 
te sekundare Antikorper an einen GM-7-Antikorper binden konnen (Signalverstarkung). 
[0049] Der Antikorper GM-7 ertaubt demgemaB den Nachweis von TAIZ im peripheren Blut der mit TAIZ be- 
handelten Patienten, beispielsweise in Form eines "monitoring", bei dem in definierten Zeitabstanden die An- 
zahl der Zellen im peripheren Blut bestimmt wird. Es wurde erfindungsgernaB gezeigt, daB die Gegenwartvon 
TAIZ, die aus Monozyten des Spenders hergestellt wurden, im peripheren Blut des Transplantatempfangers 
im Tlerversuch mit Tbleranz des transplantierten Organs korreliert Diese Erkenntnis erlaubt dem Kliniker daher 
das Ausschleichen, d.h. die stufenweise Reduktion der Dosis gegebenenfalls verabreichter Immunsuppressi- 
va. Bisher war es aus Winischer Sicht nicht moglich, gezielte Aussagen daruber zu treffen, ob das Immunsys- 
tem eines Patienten zu einem gegebenen Zeitpunkt nach Transplantation Toleranz aufweist. 
[0050] Wie fur den Fachmann ersichtlich, konnen auch monoklonale Antikorper gegen TAIZ aus Monozyten 
nicht-humaner Vertebraten, insbesondere aus erfindungsgernaB modifizierten Monozyten von Primaten und 
Schweinen, hergestellt werden. Dabei erfolgt die Immunisierung derentsprechenden Wirtstiere und die Gene- 
rierung der Jeweiligen Hybridom-Zellinien wie oben fur die TAIZ humanen Ursp rungs beschrieben. Die Gene- 
rierung von wirkungsvollen TAIZ-Populationen aus anderen Spezies leistet einen bedeutenden Beitrag auf 
dem Gebiet derxenologen Transplantionsmedizin. 

[0051] Die erfindungsgemaBen TAIZ sind per se als p harmaze utisch es Praparat einsetzbar. In Kulturmedium 
(vgL Beispiel 2) konnen diese Zellen mindestens 48 Stunden lang gehaiten werden, ohne ihre Toleranz indu- 
zierende Wirkung zu veriieren. 

[0052] Fur den Einsatz als pharmazeutisches Praparat konnen die TAIZ suspendiert in humanem AB -Serum 
(universal verwendbar) intra vends als Kurztransfusion verabreicht werden. Zur Induktion von Transplantat-Ak- 
zsptanz bei allogener Transplantation konnen die aus Monozyten des Spenders generierten TAIZ dem 
MHC-drfTerenten Empfanger entweder pra-operativ oder post-operativ injiziert werden. Bei pra-operativer Ver- 
abreichung sollten die TAIZ etwa 1 Woche vor der Operation ein- oder dreimal injiziert werden. Bei post-ope- 
rativer Verabreichung sotlte der Zeitraum zwischen Operation und der erstmaligen Verabreichung der Zellen 
nicht linger als 7 Tage betragen. Die erfindungsgemaBen TAIZ sind dann in der Lage, die T-Zeli-Antwort des 
Immunsystems des Empf angers gegen das Transplantat abzuwehren und ausreichend lange im Empfanger- 
blutzu persistieren, um langfristige Transplantat-Rkzeptanz zu gewahrieisten. 

[0053] Die pra-operative intravenose Injektion kommt im Rahmen von Lebendspenden in Betracht; wenn es 
sich hingegen um eine Leichenspende handelt, so ist die post-operative Verabreichung der erfindungsgema- 
Ben TAIZ angezeigt. Im Falle einer Leichenspende wird der Korper des Spenders durch Kanulierung der 
Hauptschlagader mit einem Perfusionsmediurn zur Organ konservierung durchspult. Hienbei wind das venose 
Blut normalerweie uber die Hohlvene abgesaugt und verworfen. Zur Gewinnung der erflndungsgemaB einzu- 
setzenden TAIZ kann das venose Blut gesammelt und wie in Beispiel 1 beschrieben aufgearbeitet werden. 
[0054] Bei postoperative r Applikation der erfindungsgemaBen TAIZ im Rahmen der Leichenspende kann die 
Zeit zwischen Transplantation und Applikation der Zellen durch ^Combination mit Immunsuppressiva uberunickt 
werden, um eine akute AbstoBung des Organs wahnend des Intervalls zwischen Transplantation und Bereit- 
stellung der aus dem Spenderblut gewonnenen TAIZ zu vermeiden. In diesem Zusammenhang kommt die the- 
rapeutische Kombination mit herkommlichen Immunsuppressiva, beispielsweise mit Caldneurin-lnhibitoren 
wie Cyclosporin A (CSA) oder Tacrolimus oder mit Azathioprin (AZA), Mykophenolatmophetil, Rapamycin, mo- 
noWonalen Antikorpern (ATG, ALG, Dicliziumab, Basiliximab) oder m'rt Steroiden (STE) in Betracht Die Ge- 
genwart der Immunsuppressiva im Empfangerblut ubt keinen negativen EinfluB auf die Wlrksamkeit der Im- 
munsuppressiva einerserts oder der TAIZ andererserts aus. 

[0055] In diesem Sinne konnen die erfindungsgemaS modifizierten Zellen monozytaren Ursprungs als "Ve hi- 
ke! zum To(eranztransfer fl fur jedes zellulare Transplantat (wie beispielsweise Inselzellen, Hepatozyten, adulte 
Stammzellen und fur Jeden anderen programmierten Zelltyp bzw. Gewebetyp) und Organ (wie beispielsweise 
Niere, Leber, Herz) eingesetzt werden, soweit sie mit den zu transplantierenden Zellen (Organen) genetisch 
identisch sind, d.h., sie mussen vom Spender selbst oder von dessen identischem Zwflling stammen. Die TAIZ 
erfullen ihre pratektive Funktion, indem sie das Anwachsen der transplantierten ZeMen/Organe erlauben und 
damit dem Empfanger die Nebenwirkungen einer langerfristigen immunsuppressrven Therapie ersparen. 



7/36 



DE 102 31 655 A1 2004.02.26 



[0056] Die Erfindung wind nachfolgend im einzelnen eriautert: 

Ausgangs mate rial fur das erfindungsgemaRe Verfahren sind Blutmonozyten. Vorzugsweise handelt es sich um 
Monozyten aus menschlichern Blut. Zum Zwecke der Induktion von Transpiantat-Akzeptanz miissen die Zeilen 
vorn Spender des Transplantats (oder von dessen identischem Zwilling) stammen. Bei xenologer Transplanta- 
tion von beispielsweise Affen- oder Schweineorganen in Menschen, miissen die erfindungsgemafcen TA1Z 
derngemaB von Monozyten des Jeweiligen Spender-Tleres abgeleitet sein. 

[0057] Zur Gewinnung der Monozyten kann das Blut zunachst nach iiblicher Behandlung mit einem Antikoa- 
gulans auf bekannte weise, vorzugsweise durch Zentrifugation, in Plasma sowie in weifte und rote Biutzellen 
getrennt warden. Nach der Zentrifugation findet sich das Plasma im Uberstand; darunter liegt eine Schicht, wel- 
che die Gesamtheit der weiBen Biutzellen enthalt. Diese Schicht wind auch a Is "buffy coat* 1 bezeichnet. Darun- 
ter befindet sich die rote Biutzellen enthaltende Phase (Hamatokrit). 

[0058] Im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens wird zunachst die "buffy coaf'-Schicht isoliert und zur 
Gewinnung der Monozyten beispielsweise durch Zentrifugieren nach bekannten Verfahren aufgetrennt. Ge- 
nial einer bevorzugten Verfahnensvariante wird die "buffy coaf-Schicht auf ein Lymphozyten-Separationsme- 
dium (Ficoll-Hypac) geschichtet und zentrifugiert (vgl. Beispiel 1). Durch weiteres Zentrifugieren und Spiilen 
wind die Fraktion der Monozyten aus dem Blut gewonnen (vgl. Beispiel 1 ). 

[0059] Beispiele fur alternative Verfahren zur Gewinnung der Monozyten aus dem Vollblut sind das "Fluores- 
cent-Activating Ceil Sorting" (FACS), das "Immuno Magnetic Bead Sorting" und "Magnetic Activated Ceil Sor- 
ting" (MACS), oder das sogenannte "Rosetting-Verfahren , \ vgl. Gmelig-Meyling F. et al. a "Simplified procedure 
for the Separation of human T- und non-T-cells", Vox Sang. 33, 5-8 (1977). 

[0060] Fur die Herstellung einer ausreichenden Menge an TAIZ ist es zunachst erforderlich, die Monozyten 
zu vermehren. Zu diesem Zweck konnen bekannte, fur Monozyten geeignete Wachstumsmedien verwendet 
werden, das Medium muRJedoch einen fur Monozyten geeigneten Wachstumsfaktor enthalten; erfindungsge- 
ma& ist M-CSF (macrophage-colony-«timulating-factor) besonders bevorzugt. M-CSF (auch als CSF-1 be- 
zeichnet) wird von Monozyten, Fibroblasten und endothelialen Zellen produziert . Die Konzentration von 
M-CSF in dem Kutturmedium kann von 2 bis 20 ug/1 Medium, vorzugsweise 4 bis 6 ug/1 und in besonders be- 
vorzugter Weise 5 ug/1 betragen. 

[0061] Anschlieaendodergleichzeitig mussen die Zellen mit V-2FN stimuliert werden, d.h., in Gegenwartvon 
Y^IFN kultiviert werden. Die Stimulierung der Monozyten mit v-IFN erfolgt nach einer 3 bis 6 Tage langen initi- 
alen Vermehrungsphase in dem den Wachstumsfaktor enthaltenden Kutturmedium. Vorzugsweise am 4. Tag 
nach Beginn der Kultivierung wird mit v-IFN stimuliert und die Stimulierung erstreckt sich uber einen Zeitraum 
von 24 bis 72 Stunden, vorzugsweise 48 Stunden,. unter Brutschrankbedingungen, d.h., bei 37°C und 5% C0 2 
Atmosphare. 

[0062] Die Konzentration von v-IFN in dem Medium kann von 0,1 bis 20 ng/ml, vorzugsweise 1 bis 10 ng/ml 
und in besonders bevorzugter Weise 5 ng/ml betragen. 

[0063] Die Stimulierung mit v-IFN kann gleichzeitig mit der Vermehrung der Monozyten in dem Wachstums- 
faktor enthaltenden Medium beginnen. Die Stimulierung im AnschluB an eine 3 bis 6 Tage lange initiale Ver- 
mehrungsphase, wie oben angegeben, ist Jedoch bevorzugt Vermehrung der Zellen und Stimulierung mit 
v-IFN soltten insgesamt nicht mehr als 8 Tage in Anspruch nehmen. In jedem Falfe soiite die Behandlung mit 
Y-IFN im AnschluB an die Verrneh rungs phase uber mindestens 24 Stunden, maximal 72 Stunden, vorzugswei- 
se 48 Stunden durchgefuhrt werden. Der Zeitraum fur die Vermehrung und Stimulierung der Zellen sollte dem- 
nach ingesamt 4 bis 8 Tage betragen. 

[0064] Gemali einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird die Vermehrung und die Stimulierung 
mit Y-lnterferon wie in Beispiel 2 angegeben auf solche Weise durchgefuhrt, daB die Monozyten zunachst in 
einem den Wachstumsfaktor enthaltenden Kulturmedium vermehrt werden, und dem Kulturmedium nach 3 bis 
6 Tagen y-IFN in einer solchen Menge zugesetzt wird, daft eine Konzentration 0,1 bis 20 ng/ml, vorzugsweise 
1 bis 10 ng/ml und in besonders bevorzugter Weise 5 ng/ml in dem Medium erreicht wird. 
[0065] Vorzugsweise wird das erfindungsgema&e Verfahren in KulturgefaBen durchgefuhrt, deren Oberflache 
zuvor mit fotalem Kalberserum (FCS) oder alternativ mit human em AB -Serum beschichtet wurde (vgl. Beispiel 
2). Die Beschichtung mit FCS kann dadurch erfblgen, daB man die Oberflache der Kulturgefa&e vor Inge- 
brauchnahme mit FCS bedeckt, und nach einer Einwirkungszeit von einigen Stunden, insbesondere 4 bis 72 
Stunden, vorzugsweise 12-48 Stunden, und in besonders bevorzugter weise 24 Stunden, das nicht an der 
Oberflache haftende FCS auf geeignete Weise entfemt. 

[0066] Aufgrund ihrer adhastven Eigenschaften haften die Monozyten und die wahrend des Verfahrensab- 
laufs aus diesen hervorgehenden TAIZ am Boden des jeweiligen Kuiturgefa&es. Die Ablosung der adharenten 
Zellen kann auf mechanische Weise, beispielsweise mit einem feinen Zellschaber oder Spachtel erfolgen. 
[0067] Gemali einer bevorzugten AusfGhmngsform des erfindungsgemafien Verfahrens erfolgt die vollstan- 
dige Ablosung der Zellen jedoch durch Behandlung mit einem geeigneten Enzym, beispielsweise mit Trypsin 
(vgl. Beispiel 2). Die Trypsinlosung (0,1 bis 0,025 g/l, vorzugsweise 0,05 g/l, kann 2 bis 10 Minuten lang bei 
35°C bis 39 D C, vorzugsweise bei 37°C, in Gegenwart von 5% C0 2 auf die Zeilen einwirken. 
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[0088J Die Enzymaktivitat wird sodann auf Qbliche Weise blockiert, und die nun frei flottierenden TAIZ konnen 
auf ubfiche Weise durch Zentrifugieren gewonnen werden. Sie stehen nunmehr, entweder suspendiert in ei- 
nern geeigneten Medium, beispielsweise in PBS, fur den sofortigen Bnsatzzur Verfugung. Sie konnen jedoch 
audi einige Tage lang, insbesondere etwa 2 Tage lang. in einem Nahrmedium (vgL Beispiel 2) gehalten wer- 
den, wobei dieses Aufbewahrungsmedium weder den Wachstumsfaktor noch y-IFN enthalten sollte. In einem 
derartigen Nahrmedium konnen die Zellen mindestens 48 Stunden lang als TAIZ aufbewahrt werden. 
[0069] Fur die langere Lagerung konnen die Zellen fiefgefroren werden. Protokolle zum Tlefgefrieren leben- 
der Zeflen sind im Stand der Technik bekannt. vgL Griffith M. et aL, Epithelial Cell Culture, Cornea, in methods 
of tissue engineering, Atala A. und Lanza R.R, Academic Press 2002, Kaprtel 4, Seiten 131-140. Ein bevor- 
1 zugtes Suspensionsmedium zum Tlefgefrieren der erfindungsgemaBen Zellen ist DMSO enthaltendes FCS, 

vgL Beispiel 2. 

[0070] Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen eriautert 



Beispiel 1 

Abtrennen von Monozyten aus Gesamtblut 

[0071] Zur Vemrieidung der Blutgerinnung und zum Futtern der Zellen wurden 450 ml humanes Vbllblut in ei- 
nem 3-Kammerbeutel-Set mit 63 ml einer Stabilise tor-L6sung vermischt, die Je Liter H 2 0 3, 27 g Citronensaure, 
26.3 g Trinatriumcitrat, 25,5 g Dextrose, und 22,22 g Natriumdihydroxyphosphat enthielt. Der pH-Wert der L6- 
sung betrug 5,6-5,8. 

[0072] Zur Blutkomponententrennung erfolgte anschlieBend eine »scharfe Zentrifugations dieses Gemisches 
zur Blutkomponententrennung, bei 4000 rpm uber 7 min bei 20°C. Hieraus resurtierte eine 3-Schichtung der 
korpuskularen und nicht-korpuskularen Bestandteile. Durch Einsetzen des Beutelsets in eine dafiir vorgese- 
hene PreBmaschine wurden dann die Erythrazyten in den unteren Beutel, das Plasma in den oberen Beutel 
gepreBt und der sogenannte Buffy-coat verblieb im mittleren Beutel und enthielt ca. 50 ml \folumen. 
[0073] Die Menge von 50 ml frisch gewonnenem Buftynxjat wurde nun in Jewells 2 Portionen a 25 ml geteilt 
und damit Jeweils 25 ml Ficoll-Hypaque Separafa'onsmedium uberschichtet, welches zuvor in zwei 50 ml Fal- 
conrohrchen gefullt worden war. 

[0074] Dieser Ansatz wurde 30 Min. lang bei 2500 rpm angebremst zentrifugiert Im Bufly coat noch vorhan- 
dene Erythrazyten und tote Zellen lagen danach untertialb der Ficoll-Phase, wahrend die weiBen Blutzeilen 
einschlieBlich der Monozyten als weiBe Interphase auf dem Ficoll separiert sind. 

[0075] AnschlieBend wurde die weiBe Interphase der Monozyten vorsichtig abpipettiert und mit 10 ml Phos- 
phat gepufferter physiologischer Kochsalzlosung (PBS) gemischt 

[0076] Danach wurde dieser Ansatz dreimal 10 Min. lang bei 1800 rpm gebremst zentrifugiert, wobei der 
Oberstand nach jeder Zentrifugation abpipettiert und mitfrischem PBS aufgefiillt wurde. 
[0077] Das am Boden des Zentrifugation sgefaBes (Falconrohrchen) gesammelte Zellpellet enthielt die mono- 
nu Wears Zellfraktion, d.h. die Monozyten. 

[0078] Zur Hersteflung der fur die Rattenexperimente benotigten Monozyten, wurden jeweils aus 4 gene- 
tisch-identen Spenderratten 25 ml Vbllblut isoiiert und damit 25 ml Ficoll-Hypaque Seperationsmedium uber- 
schichtet Es wurde dann analog wie oben beschrieben fortgefahren. 



Beispiel 2 

Vermehrung und Modifikation der Monozyten 

[0079] Die Kultivierung und Vemnehmng der Monozyten erfolgte in Nahrmedium der folgenden Zusammen- 
setzung: 

RPMI 1640 Medium 440 ml 

Foetales Kalberserum (FCS), altemativ AB-Serum 50 ml 

Penidnin/Streptomycin Losung 5 ml 

Gesamtvolumen 500 ml 

Das Nahrmedium enthielt 2,5 ug/00 ml M-CSF 

[0080] Die in Beispiel 1 isolierten Monozyten wurden in einer Menge von insgesamt 10* Zellen in 10 ml des 
Nahrmediums suspendiert und auf eine Petrischale (1 00 mm Durch messer) ubertragen. Die Petrischale war 
zuvor mit reinem inaktivierten FCS gefullt und das FCS nach 24 Stunden abgegossen worden, um auf diese 
Weise eine FCS beschichtete Platte zu erhalten. 

[0081] Die Petrischale wurde mit dem zugehorigen Deckel abgedeckt und 3 Tage lang in einem Brutschrank 
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bei 37°C gehalten. Die Zellen setzten sich nach 24 Stunden am Boden der Petrischale ab. Am zweiten Tag 
wunde der Uberstand abpipettiert und die Petrischale mit 10 ml frischem Nahrmedium wieder aufgefullt. 
[0082] Am 4. Tag wurden 50 ng y-lnterferon in 10 ml Nahrmedium zugesetzt und die Platte wurde wiederum 
verschlossen und weitere 48 Stunden lang bei 37°C im Brutschrank gehalten. 

[0083] Nachfolgend wurden Jeweils 10 ml einer 1 :10 mit PBS verdunnten Trypsinlosung in die Petrischale pi- 
pettiert. Die geschiossene Petrischale wurde 10 Min. lang bei 37°C im Brutschrank gehalten. Anschlieftend er- 
folgte die Separation der auf dem Boden der Petrischale haftenden Zellen mit einem Zellschaber, derart, dass 
der groRte Anteil (> 90%) der Zellen im Uberstand flottierten. 

[0084] Der gesamte Uberstand (1 0 ml Trypsinlosung + 1 0 ml Medium) wurde abpipettiert in einem 50 ml Fal- 
conrohrchen vereinigt und 10 Min. lang bei 1800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde nachfolgend verwor- 
fen und der Niederschlag (das verbliebene Zellpellet) mit frischem Nahrmedium (s.o.) versetzt, wobei pro 10 8 
Zellen 1 ml des Nahrmediums zugesetzt wurden. Die Bestimmung der Zellzahl furdie exakte Dosierung erfolg- 
te nach bekannten Verfahren, vergl. Hay RJ. ( Cell Quantification and Characterisation, in Methods of Tissue 
Engineering, Academic Press 2002, Kaprtel 4, S. 55-84. 

[0085] Diese Zellsuspension wurde zentrifugiert (1800 rpm, 10 min, s.o.) und das Zellpellet wurde entweder 
in PBS oder zur Anwendung beim Menschen in NaCI (physiol.) aufgenommen. Danach kann die intravenose 
Applikation direkt oder innerhalb von 48 Stunden erfolgen. 

[0086] Alternativ wurden die Zellen nach Zentrifugation und Verwerfen des Trypsin enthaltenden Oberstandes 
mit FCS/DMSO als Einfriermedium versetzt und in einem Volumen von 10 ml tiefgefmren. 
[0087] Das Einfriermedium enthielt 95% FCS und 5% DMSO. Jeweils etwa 1 0 d Zellen wurden in 1 ml des Me- 
diums aufgenommen und in folgenden Stufen abgekuhlt: 
30 Min. auf Eis; 

2 Stunden bei -20°C im vorgekuhlten Styroporkasten; 
24 Stunden bei -80°C in Styropor; 

Lagerung in Rohrchen in Flussigstickstoff (NJ bei -1 80°C. 

[0088] Fig. 1 belegt die mittels DurchfluBzytometrie bestimmten phenotypischen Veranderungen der Antige- 
nexpression auf den eingesetzten Monozyten nach Kultivierung und y-IFN-Stimulation der monozytaren Ur- 
sprungszellen. 

Beispiel 3 

Anwendung der Transplantat-Akzeptanz induzierenden Zellen (TAIZ) zur Prakonditionierung des Immunsys- 

tems des Transplantat-Empfangers 

[0089] Die Anwendung von TAIZ zur Behandlung eines potentiellen Empfangers vor der Transplantation bie- 
tetsich zum Beispiel fur den Winischen Fall derLebendspende an, wobereits im Vorfeld einer Organtransplan- 
tation geklart ist, werspendet und werdas Spenderorgan erhalt. 

[0090] Fur diesen Fall wurde im Rattenmodell die heterotope Herztransplantation an mannlichen Inzuchtrat- 
ten der Stammkombination LEW [RT1. 1 ] (im Rahmen der voriiegenden Erfindung als "LEW" bezeichnet) - 
DAlRn. 3 * 1 ! (im Rahmen der voriiegenden Erfindung als W DA" bezeichnet) in der von Ono und Lindsey beschrie- 
benen Technik (Ref. Ono, K. & Lindsey, E.S. Improved technique of heart transplantation in rats. J. Thorac. 
Cardiovasc. Surg. 57, 225-229 (1969)) durchgefuhrt DA Empfangerratten erhielten zunachst am Tag -7 vor 
der Transplantation 10 6 von LEW-Monozyten abgeleitete TAIZ in 1 ml PBS intravenos verabreicht Hiemach 
erfolgte sieben Tage spater die Transplantation eines vom LEW-Rattenstamm entnommenen Herzens, wel- 
ches heterotop in das Abdomen (Leibeshohle)des DA-EmpHngertieres eingepflanzt wurde. Da es sich bei den 
verwendeten Rattenstammen urn Inzuchtstamme handelt, exprimierten die erfindungsgema&en TAIZ die iden- 
tischen Gewebeantigene wie das trans plantierte LEW-Herz. 

[0091] Zur Kontrolle erfolgte eine sogenannte Drittstammtransplantation. Hierbei wurden wiederum am Tag 
-7 (d.h. 7 Tage vor dem operativen Eingriff) vom gleichen LEW-Spendertier stammende TAIZ (10°) intravenos 
in DATiere injiziert Sieben Tage danach erfolgte die Transplantation eines von einem CAPDRTI.^ (im Rahmen 
der voriiegenden Erfindung als "CAP" bezeichnet) Ratteninzuchtstamm entnommenen Herzens. CAP-Ratten 
exprimieren den Hapiotyp RT1 . c , sind damit also voll MHC-diskordant (MHC-verschieden) mit den LEW-Spen- 
dertieren. Nachfolgend sind die einzelnen Versuchsgruppen, in denen eine heterotope Herztransplantation er- 
folgte (n = 10) dargestellt 

1 . LEW -+ DA; unbehandelt; 

2. LEW - DR; 10 6 LEW-abgeleitete TAIZ i.v., Tag -7 vor LEW-Herztransplantation; 

3. CAP DA; 10 6 LEW-abgeleitete TAIZ Lv„ Tag -7 vor LEW-Herztransplantation; 

4. CAP -* DA; unbehandelt; 

5. LEW - LEW, unbehandelt; 

6. LEW - LEW, 10 fi LEW-abgeleitete TAIZ i.v., Tag -7, vor LEW-Herztransplant. 
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[0092] Wie aus den Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Herzorgane erkennbar (Fig. 2A), wurden 9/10 
LEW-Herzen von DA-Empfangertieren langzeit (> 150 Tage) akzeptiert, wogegen CAP-Drittstammherzen akut, 
nach 6,7 ± 0,8 Tagen abgestolien wurden. Erfo!gte keine vorherige Gabe von TAIZ, so wurden auch die 
LEW-Herzen akut nach 7.2 ± 1,0 Tagen abgesto&en. Die AbstoBung von CAP Herzen durch die im DA-Tier 
stimulierte Immunantwort nach 6,7 ± 0,8 Tagen erfolgte im gleichen Zeitintervalf wie in der unbehandelten Kon- 
trollgruppe, in der CAP-Herzen von DA-Ratten nach 6,9 ± 1 ,0 Tagen abgestofien wurden siehe Gruppe 3, re- 
spektive Gruppe 4. Alle syngen im LEw -> LEW-Ansatz transplantierten Herzen uberlebten langzeit (> 150 Ta- 
ge), unabhangig davon, ob TAIZ-Vbrbehandlungen erfogt waren Oder nicht. Hieraus lasst sich der Schfufi Zie- 
hen, dass TAIZ den Empfangerorganismus nicht im Sinne einer graft-versus-host disease (T ransplantat gegen 
Wirt Erkrankung) gefahrden. Femer lasst sich aus diesem Ergebnis ableiten, dass die i.v.-Gabe von 10 6 TAIZ 
1 Woche vor Transplantation, die Moglichkeit zur Induktion von Langzeit-Organakzeptanz eroffnet. Die indu- 
zierte Toleranz ist dabei spenderspezifisch, da eine entsprechende Vorbehandlung von DA Ratten mit LEW-ab- 
geleiteten TAIZ keine Toleranz fur CAP-Drittstamm-Herztransplantate induziert Im syngenen LEW > LEw-An- 
satz beeinflusst die zusatzliche TAIZ-Gabe weder das Oberleben der Empfangertiere noch der Transplantate. 
[0093] Fig. 2B zeigt die histologische Beurteilung eines LEW-AII1otranspiantats am 1 50. postoperative n Tag 
(POT) nach heterotoper Transplantation in das Abdomen einer DA-Empfangerratte. Die Empfangerratte war 
am Tag -7 vor der Transplantation mit 1 0* LEW-abgeleiteten TAIZ vorbehandelt worden. Das Transplantat wies 
bis zum Zeitpunkt seiner Entnahme aus der Empfangerratte (150. POT) eine gute Funktion (kraftiger Herz- 
schlag) auf. Das histologische Praparat (x 40) zeigt eine intakte Herzmuskelmorphologie, normale GefaBen- 
dothelien und nur minimale Infiltration mit mononuclearen Zelien ohne Hinweise furakute und chronische Ab- 
stoBungsvorgange. 

[0094] Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist auch die Tatsache, daB sich spenderabgeleitete Zelien 
(detektiert durch immunhistochemischen Nachweis mrttels dem LEW-MHC-Klasse l-spezrfischen Antikorper 
11 .69) langzeit, uber ein Jahr, im Thymus der DA-Empfangerratten nachweisen lassen. Fig. 2C zeigt ein histo- 
logisches Praparat eines am 150. POT entnommenen Thymus einer mit 10* LEW-abgeleiteten TAIZ vorbehan- 
delten DA-Ratte. Das Praparat wurde mit dem fur LEW-MHC-Klasse I spezifischen monoWonalen Antikorper I 
1 .69 maridert. Wie der Figur zu entnehmen ist. fuhrt die Gabe von TAIZ zur Besiedlung der Thymusdruse, wo 
die Presentation von Spender-abgeleiteten MHOAntigenen an die heranreifenden T-Zeilen erfolgt; deutlich zu 
erkennen sind kleine Nester von Zelien, die sich mit dem Antikorper markieren lassen. 

Beispiel 4 

Nachweis von Spender-abgelerteten modifizierten Monozyten im Empfanger 

[0095] Als mogliche Ursache der erfindungsgemaB induzierten Toleranz kommt die Induktion eines gemisch- 
ten Chimerismus in dem jeweiligen DA-Tier durch die intravenose Injektion der LEW-abgeleiteten TAIZ in Be- 
tnacht Es wurde daher gepruft, ob sich nach Injektion von LEW-abgeleiteten TAIZ mittels DurchfiuHzytometrie 
langfristig (> 45 Tage) mehr als 5% Zelien im Blutdes Empfangertiers nachweisen lassen. Die DurchfluBzytQ- 
metrie wurde wie im Stand derTechnik beschrieben durchgefuhrt (Ref. PrefTer Fl, Flow cytometry In: Diag- 
nostic Immunopathology, Colvin RB, Bhan AK, McCluskey, RT (eds.), Raven Press New York, pp. 725-449 
(1994)). Der Nachweis der LEW-Spenderzellen im DA-Empfangerblut erfolgte durch den monoklonalen Anti- 
korper 11.69, der LEW-MHC-Klasse I Antigene spezifisch detektiert (siehe Fandrich F. et al. Nature Med. 8, 
171-178, 2002). Die Chimerismusdaten, welche fur 4 in Beispiel 3 beschriebenen LEW -* DA Transplantatio- 
nen nach Gabe von 1 0*. respektive 1 0* TAIZ / kg * KG im peripheren Blut der Empfangertiere bestimmt wur- 
den, sind in Fig. 2D wiedergegeben. 

[0096] Nach Injektion von LEW-abgeleiteten TAIZ in vier nicht immunsupprimierte DA Empfangen-atten (10 6 . 
Zelien / kg x KG in Ratten 1-3 und 1 0 4 Zelien / kg * KG in Ratte 4) zeigen die Ratten 1-3 -inen langerfristigen 
Chimerismus (60^ — 80 Tage) im DA-Empfangerblut, der sich auf Spender-abgeleitete Zelien zuriickfuhren liefi. 
Der Nachweis von Spender-abgeleiteten Zelien erfolgte durch durchfluRzytometrische Bestimmung unter Ver- 
wendung des LEW-MHC-Klasse I spezifischen Antikorper 11.69 (ein monokionaler Antikorper, der nur an 
MHC-Wasse I positive Zelien vom LEW-Rattenstamm bindet und nicht mit Zelien vom DA-Rattenstamm kreuz- 
reagiert. Da quasi alle Zelien des peripheren Bluts MHC-Wasse I Antigen auf der Zelloberflache exprimieren, 
laEt sich der Anteil an Spenderzellen im peripheren Blut der DA Ratte mit 11.69 sehrgenau bestimmen. Wie 
die Graphik zeigt, exprimieren 3 von 4 Heron innerhaib der ersten 6 Wochen nach intravendser Injektion der 
TAIZ mehr als 10% der Zelien das durch 11.69 markierte Spenderantigen. Ab Tag 60 nach Injektion falltdieser 
Chimerisrnusanteil im peripheren Blut dieser DA-Ratten deutlich ab und verschindet mit Tag 100 komplett Die- 
ser transiente Chimerismus korreliert aber streng mit dem Transplantatuberleben zweizeitig (d.h. 7 Tage nach 
TAIZ-lnjektion) transplantierter LEW-Herzen, die trotz fehlendem Spenderchimerismus (ab Tag 100) nicht 
mehr abgestofien werden (im Beispiel Ratte 1-3). Hingegen kann die kurzfristige Chimerismusinduktion nach 
Gabe von 10 4 Zelien / kg x KG (Ratte 4; < 20 Tage) keine langfristige Transplantatakzeptanz des ubertragenen 
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Herzens gewahrieisten. 

Beispisl 5 

[0097] Gabe von Spender-abgeleiteten Zellen post transplantationem Fur den klinischen Fall der Leichen- 
spende sollte nun evaluiert werden, inwieweit die postoperative Gabe von TAIZ in der Lage war, entsprechende 
Langzeitakzeptanz fur das transplantierte Organ im Empfanger zu induzieren. Hierzu wurden irn LEW -+ DA 
Ratteninzuchtstammmodell heterotope Herztransplantationen durchgefiihrt Die DA Empfangerratten erhielten 
4 ZyWen Cyclosporin A (CSA) an den Tagen 0, 1, 2 und 3 nach der Transplantation, intravenos, in der Dosie- 
rung 5 mg CSA I kg * KG. Am Tag 7 erfolgte dann die intravenose Gabe von 10 a LEW-«bgeleiteten TAIZ, in- 
travenos, in die Schwanzvene der DA-Empfangerratten. Als Kontrolie dienten folgende Versuchsgruppen (n = 
6-10). 

1 . LEW -+ DR; unbehandelt 

2. LEW-* DA; CSA, 5 mg / kg x KG, i.v., Tag 0, 1,2 und 3 

3. LEW -+ DA; CSA, 5 mg / kg * KG, i.v., Tag 0, 1, 2 und 3 plus 10* UEW-abgeleitete TAIZ, i.v., Tag 7 

4. LEW - DA; 1 0* LEW-*bgeleitete TAIZ, i.v., Tag 7 

5. CAP -* DA; CSA, 5 mg / kg * KG, i.v., Tag 0, 1 , 2 und 3 plus 10 8 LEW-abgeleitete TAIZ, i.v., Tag 7 

[0098] Die postoperative Behandlung der DA-Empfangerratten mit 1 0 6 LEVvabgeleiteten TAIZ. intravenos, am 
7. POT fuhrt zur Langzeittoleranz, wenn eine initiaie Gabe von 4 Zyklen CSA (5mg/kg * KG, i.v.) von Tag 0-3 
erfolgt ist. Die initiaie Gabe von CSR ist notwendig, da die alleinige Behandlung mit einer einmaligen Gabe von 
10® TAIZ am 7. POT (postoperativen Tag) die akute Abstoflung nur in 1/6 Fallen verhinderte. Die gewahlte 
CSA-Dosis wirkt hierbei nur subtherapeutisch, da zwar das Transplantatuberleben verlangert wird, aber keine 
Langzeitakzeptanz durch alleinige CSA-Gabe induziert werden kann. Die induzierte Transplantatakzeptanz ist 
spenderspezifisch, da eine entsprechende Behandlung von DA Ratten mit LEW-abgeleiteten TAIZ keine Tole- 
ranz fur CAP-Drittstamm-Herztransplantate induziert. 

[0099] Wie in Fig. 3 ersichtlich wurden Herzen der Versuchsgruppe 1 akut nach 7,0 ± 0,8 Tagen abgestoUen. 
Herzen der Gruppe 2 wurden verzogert nach 14,4 ± 7,0 Tagen abgesto&en. Herzen der Gruppe 3 wurden in 
5/6 Fallen langer als 1 50 Tage akzeptiert. Im Rattensystem gilt die Akzeptanz von Onganen fur mehr als 100 
Tage bereits als Langzeitakzeptanz, da die mittlere Lebenserwartung einer Inuchtratte nur ca. 2 Jahre betragt. 
Die alleinige postoperative Gabe von TAIZ (10 6 Zellen) konnte die akute Absto&ung nur in 1/6 Fallen verhin- 
dern, da die Herzorgane nach 22,6 ± 31 ,6 Tagen zu schlagen aufhorten (Gruppe 4). Die Drittstammkontrolle 
mit CAP-Herzen zeigte die Spezrfitat der induzierten Transplantatakzeptanz, da Drittstammherzen wiederum 
akut nach 7,4 ± 2,2 Tagen abgestofien wurden. Diese Ergebnisse belegen auch, dass die zusatzliche Anwen- 
dung von TAIZ keine generelle Immunsuppression erzeugt, da die akute AbstoBung der CAP-Herzen nicht ver- 
hinderte. 

Beispiel 6 

Untersuchungen zur OrganspezrTitat der durch TAIZ induzierten Langzeitakzeptanz 

[0100] Urn auszuschlieBen, dass TAIZ lediglich fur Herztransplantate einen protektiven Schutz gegen die al- 
lospezifische, vom Emplanger gegen die Spenderantigene-gerichtete Immunantwort vermitteln kann, wurden 
im stark abstoBenden DA LEW Ratteninzuchtsystem folgende Organe in folgenden Versuchsgruppen (n = 
6) transplantiert: 

1. DA (Niere) ^ LEW; unbehandelt 

2. DA (Niere) -+ LEW; 10 6 DA-abgeleitete TAIZ, i.v., Tag -7 und -1 vor Transplantation 

3. LEW (Niere) -* LEW; unbehandelt 

4. DA (Leber) -> LEW; unbehandelt 

5. DA (Leber) -> LEW; 10 6 DA-abgeleitete TAIZ, i.v., Tag -7 und -1 vor Transplantation 

6. LEW (Leber) -* LEW; unbehandelt 

7. DA (Haut) - LEW; unbehandelt 

8. DA (Haut) ^ LEW; 10 6 DA-abgeleitete TAIZ, i.v., Tag -7 und -1 Transplantation 

9. LEW (Haut) -> LEW; unbehandelt 

[0101] Wie aus den in Fig. 4A-C dargestellten Kaplan-Meier-Plots ersichtlich wurden 6/6 Nierenorgane, 5/6 
Leberorgane und 5/6 Hauttransplantate langfristig (> 150). Tage von LEW-Empfangerratten akzeptiert. Alie 
syngenen Organtransplantationen dienten zur Kontrolie der technisch komplikationslosen Durchfuhning und 
wurden uneingeschrankt vom Empfangertier angenommen (nicht in den Oberlebenskurven gezeigt). Es zeigt 
sich demnach auch in diesen Versuchsansatzen, daB die intravenose Vorabinjektion von 10 x 1 0 6 TAIZ Lang- 
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zeitorganakzeptanz fur mehr als 80% der transplantierten Organe induziert. 

[0102] Die o.a. Nieren-, Leber-, und Hauttransplantate. die mit und ohne vorheriger Gabe von TAIZ transplan- 
tiert worden waren, wurden im folgenden histoiogisch untersucht. In Fig. 4D erkennt man, daB durch die zwei- 
malige inta venose Inj ektion von 10 s TAIZ pro kg Korpergewicht an den Tagen -7 und -1 vor Transplantation, 
die Morphologic der Transplantatniere als intakt (vgl. Kontrollniere und syngenes Transplantat LEW LEW) 
zur Darstellung kommt, wogegen in der nicht-behandeiten allogenen Kontrollgruppe DA -» LEw eine deutiiche 
Infiltration des Transplantates im Interstitium zu erkennen ist (postoperativer Tag 1 4). Analog dazu verhalt sich 
das allogene Lebertransplantat (Fig. 4E), welches ohne TAIZ-Vorbehandlung am 12. POT komplett abges to- 
ken ist (DA -+ LEW ohne TAIZ), wogegen die Vorabgabe von TAIZ das Parenchym der Lebertransplantate im 
Vergleich zum syngenen Transplantat vollig homogen und intakt erscheinen laRt. Auch das allogene Haut- 
transplantat (DA) heilt kornplikationslos ein (s. Vergleich zum syngenen LEW-Transplantat) wogegen das si- 
multan rnit-transplantierte CAP-Drittstammtransplantat am 12. Postoperativen Tag bereits akut abgestoOen 
wurde. Dieses Beispiel beweist die Spezffitat der durch TAIZ induzierten Tolenanz, da die Vorbehandlung des 
LEW-Empfangertie res mit DA-abgeleiteten TAIZ an den Tagen -7 und -1 zur Akzeptanz des DA-Transplanta- 
tes fuhrt, wogegen das am Tag 0 simultan mittransplantierte CAP-Hauttransplantat akut abgestoBen wind ( 
Fig.4F). 

Beispiel 7A 

Untersuchungen zur Haplotypspezffitat der durch TAIZ induzierten Lang zeitorganakzeptanz 

[0103] Um auszuschlie&en, dass TAIZ lediglich in der gewahlten Ratteninzuchtstamm-Kombi nation LEw -* 
DA Langzeitorganakzeptanz induziert, wurden folgende weitere Inzuchtstammkombinationen im heterotopen 
Herztranspiantationsmodell uberpruft (n = 6). Dabei wurde u.a. auch der Inzuchtstamm BN[RT1 (im Rahmen 
der vorfiegenden Erfindung als "BN" bezeichnet) verwendet. 
1 . DA LEW; unbehandelt 

2 . DA -* LEW; CSA, 5 mg / kg x KG, i.v., Tag 0 , 1, 2 , 3 plus 10° DR-abgeleitete TAIZ/ kg x KG, Lv., Tag 7 
und 10 postoperativ 

3. CAP - LEW; unbehandelt 

4. CAP -* LEW; CSA, 5 mg / kg x KG, i.v., Tag 0, 1 , 2, 3 plus 1 0 6 CAP-abgeleitete TAIZ / kg x KG. i.v., Tag 
7 und 10 

5. BN - LEW; unbehandelt 

6. BN - LEW; CSA, 5 mg / kg x KG, i.v., Tag 0, 1, 2, 3 plus 10 6 BN-abgeleitete TAIZ / kg x KG, i.v., Tag 7 
und 10 

[0104] Aus Vorversuchen war bereits bekannt, dass in der sogennanten "high-responder I, -KQmbi nation (DA 
LEW), die mit der starksten im Ratteninzuchtmodell bekannten AbstoBungsreaktion einhergeht, die einma- 
lige postoperative i.v.-Gabe von 10 8 TAIZ keine Langzeitakzeptanz erzielen kann. Es wurde daher mrt einer 
zweimaligen Gabe versucht, die Prasenz von TAIZ im Emptangertier zu ertiohen. Wie aus den zugehorigen in 
Fig. 5A dargestellten Obeiiebenskurven hervorgeht, erreichte die zweimalige Gabe von TAIZ, an den posto- 
perativen Tagen 7 und 10 verabreicht, eine Langzeitorganakzeptanz in 4/6 Fallen in Gruppe 2 und in 5/6 Fallen 
in den Versuchsgruppen 4. In der BN LEW-Stammkombi nation uberiebten aile transplantierten Organe lang- 
zeit ohne Hinweise fur eine akute AbstoBung. In alien Fallen, in denen die transplantierten Herzen langzeit (> 
1 50 Tage) akzeptiert worden waren, konnte in den Empfangertieren ein gemischter Chimerismus wahrend der 
ersten 20-45 Tage nach TAIZ-Gabe nachgewiesen werden. Ein fruhzeitiges Organversagen dagegen ging im- 
mer mit fehlenden Spenderzellen im peripheren Blut des Empfangers einher. Aus diesen Daten kann geschlos- 
sen werden, dass die Lv -Gabe von TAIZ nur dann zur Langzeitorganakzeptanz fuhrt, wenn die Zellen einen 
gemischten Spenderchimerismus induzieren, der zu mind est fur 21 Tage nachweisbar ist Damit werden auch 
die Fig. 2D gezeigten Versuchsergebnisse bestatigt. 

[0105] Durch die postoperative Gabe von 10 6 pro kg Korpergewicht, die jeweils an den Tagen 7 und 10 intra- 
vends den Empfangertieren verabreicht wurden, konnte d em nach in alien 3 Inzuchtstammkombinationen in 
uber 80% Langzeittoleranz induziert werden, wenn zusatzlich initial 4 Zyklen CSA verabreicht wurden. 

Beispiel 7B 

Untersuchungen zur Bedeutung der y-2FN Stimulation M-CSF-behandelter Monozyten zur in vivo Toleranzin- 

duktion 

[0106] Um die EfAzienz der zusatzJichen Stimulation M-CSF-behandelter Blutmonzyten mit Y-lnterferon auf 
die Toleranzentstehung in vivo naher charakterisieren zu konnen, wurden im LEW — DA Ratteninzuchtmodell 
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fur die heterotope Herztransplantation folgende Versuchsgruppen untersucht (n = 6 Here pro Gruppe): 

1. LEW -* DA, 10 6 / kg x KG LEW-abgeleitete Blutmonozyten (unkultivierte Monozyten), Lv., Tag -7 vor 
Herztransplantation 

2. LEW-DA, 10 6 /kg x KG LEW-abgeleitete Blutmonozyten (M-CSF behandelt), i.v., Tag -7 vor Herztrans- 
plantation 

3. LEW - DA, 10 6 / kg x KG LEW-abgeleitete Blutmonozyten (v-IFN stimuliert), Lv.. Tag -7 vor Herztrans- 
plantation 

4. LEW DA, 10 6 / kg x KG LEW-abgeleitete Blutmonozyten (M-CSF behandelt plus y-IFN stimuliert), i.v., 
Tag -7 vor Herztransplantation 

[0107] Wie aus den Kaplan-Meier Oberiebenskurven der Fig. 5B hervorgeht, konnte die intravenose Gabe 
von frischen, nichtkultivierten LEW-abgeleiteten Blutmonozyten, 7 Tage vor Herztransplantation, die akute Al- 
lotransplantatabsto&ung der LEW-Herzen im DA-Empfangertier nicht verhindem. Die Transplantate dieser 
Versuchsgruppe wurden im Mittel (± SD) nach 7,8 ± 0,8 Tagen abgestoGen. Hingegen fuhrte die Vorabgabe 
von Monozyten, die uber 6 Tage mit M-CSF kultiviert worden waren, zur signifikanten Organuberiebenszeitver- 
langerung, da in dieser Versuchsgruppe eine Abstofcung im Mittel erst nach 35,0 ± 51,5 Tagen zu beobachten 
war. Die alleinige Stimulation frischer Blutmonozyten mit v-IFIM uber 48 Stunden in RPMI-Medium, welches 
kein M-CSF erhielt, konnte die akute Abstofiung der Herztransplantate, die im Mittel nach 7,8 ±1,2 Tagen zu 
schlagen aufhorten, nicht verhindern. Allein die M-CSF-Behandlung frischer Blutmonozyten uber 6 Tage und 
die zusatzliche Stimulation dieser Zellen mit y-IFN uber 48 Std. (an Tag 5 und 6) fuhrte zur Langzeitorgantole- 
ranz (> 150 Tagen) in 4 von 6 Transplantaten. Die Ergebnisse zeigen die entscheidende Bedeutung der zu- 
satzlichen Stimulation der M-CSF-behandelten Monozyten mit y-IFN fur die Entstehung einer in vivo Toleranz. 

Beispiel 8 

Untersuchungen zur Speziesspezifitat der durch TAIZ induzierten Langzeitorganalbieptanz 

[0108] Urn auszuschlie&en, dass TAIZ lediglich in der gewahlten Tierspezies Ratte wirksam eine Langzeitor- 
ganakzeptanz induzierte, wurden analog der in Beispiel 2 angegebenen Methodik Zellen monozytaren Ur- 
sprungs aus dem Spenderschwein isoliert, wobei die Stimulation mit y-IFN durch Zugabe von 1000 U/10 ml 
Nahrmedium fur 24 Std. erfolgte. AnschlieBend erfblgte die Pruf ung auf Effektivitat von TAIZ zur Unterdriickung 
der akuten AbstoBung im Modell der linksseitigen Lungentransplantation an "outbred minipigs", die eine dem 
Menschen vergleichbare Potenz zum AbstoRen ihrer Organe aufweisen. Hierbei wird der linksseitige Lungen- 
flugel eines Spenderschweins entnommen und in ein genetisch differentes Empfangerschwein orthotop trans- 
plantiert (also in die linke Brusthdhle, nachdem dem Empfangerschwein zuvor die linke Lunge entfernt worden 
war). Zum Zeitpunkt der Lungenentnahme ertblgte simultan die Entnahme von 500 ml Spenderblut, das zur 
Aufbereitung der TAIZ aus Monozyten dieses Schweines diente. 

[0109] Die Empfangertiere wiesen alle ein Gewicht von 30-35 kg auf. Folgende Versuchsguppen wurden im 
Schwein (n = 4) etabliert: 

1 . CSA, 5 g / Tag, 50 mg Azathioprin / Tag, 25 mg Methylprednisolon / Tag, fur insgesamt 28 Tage 

2. wie Gruppe 1, plus 10* Knochenmarkzellen (KM) des Spenderschweins / kg * KG Empfangerschwein 
plus 4,5 Gy Ganzkorperbestrahlung GKB des Empfangerschweins 

3. wie Gruppe 1 , plus 1 0 6 vom Spenderschwein abgeleitete TAIZ / kg * KG an den postoperativen Tagen 7 
und 10 nach Lungentransplantation 

[0110] Wie in Fig. 6A ersichtlich erlblgte die AbstoSung der Lungentransplantation in Gruppe 1 durchschnitt- 
lich nach 50,3 ± 9,9 Tage nach Absetzen der Immunsuppression. Dagegen stieBen Tiere der Gruppe 2 ihre 
Organe nach 102,3 ± 81,0 Tagen ab. Triple-lmmunsuppression in Verbindung mit zweimaliger 
TAIZ-Behand1ung veriangerte das Organ liberie ben auf 292 ± 135,5 Tage, wobei 3/4 Tiere Langzeitorganak- 
zeptanz (> 350 Tage) ihrer Organe zeigten. In alien Fallen der Gruppe 3 war ein gemischter Spenderchimeris- 
mus im Empfangerblut von > 21 Tagen zu beobachten, wogegen Here der Gruppe 1 und 2 nur kurzftistigen 
gemischten Chimerismus fur 6-^8 Tage zeigten. Fig- 6B zeigt die Lungentransplantate eines Schweins der Ver- 
suchsgruppe 1 (POT 41) und eines mit TAIZ behandelten Schweins der Versuchsgruppe 3 (55 Tage nach 
Transplantation; B). Wahrend in Projektion auf die linksseitige Thoraxwand urn die Herzsillouhette eine sicht- 
bare Transparenzminderung (Verschattung) als Ausdruck des abgestoftenen Lungentransplantation bei dem 
Schwein der Versuchsgruppe 1 zu erkennen ist, zeigt die Rontgenthoraxaufhahme des mit TAIZ behandelten 
Tleres einen rontgenologisch unauffalligen Lungen-, respektive Transplantatbefund mit guter Abgrenzbarkeit 
zur Herzsilouette. 
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Beispiel 9 

In vitro Untersuchungen zur Wirksamkeit humaner TAIZ in der gemischten Lymphozytenkultur 

[0111] Zur Untersuchung der immunsuppressiven Wirkung der TAIZ erfblgte eine gemischte zweiseitige Lym- 
phozytenkultur (MLC = mixed lymphozyte culture), wobei die eingesetzten humanen TAIZ wie in Beispiel 2 be- 
schrieben generiert wurden. Die MLC wurde wie bei James T. Kumick, Cellular assays, In: Diagnostic Imrnu- 
nopathology, CoJvin RB, Bhan AK, McCluskey, RT (eds.), Raven Press, New York, pp 751-771 (1994) be- 
schrieben, durchgefuhrt. 

[0112] Fig. 7A zeigt, dass 10 5 von einem Individuum B abgeleitete TAIZ in der Lags sind, die Proliferations- 
aktivitat von T-Zellen (gemessen als Einbau pHJ-radioaktiv-markierten Thymidins in counts per minute, cpm) 
eines Indivtduums A nach deren Stimulation mit bestrahlten Lymphoblasten von einem Spender C (alle 3 Indi- 
viduen waren entsprechend der HLA-Typisierung vollstandig MHC-diskordant untereinander) von 39.200 (Me- 
dium ohne Zellen; wei&e Saule) auf 5.400 cpm (TAIZ B 50.000) zu supprimieren. Nomiale, unbehandelte Mo- 
nozyten von Individuum B, die nicht in M-CSF kultiviert und nicht mit v-IFN stimuliert wurden, supprimieren da- 
gegen die Proliferation der von einem Individuum A isolierten T-Zellen nur auf 1 9.500 cpm (MO B 50.000). Fer- 
ner ist der Suppress bnseffekt der TAIZ dosisabhangig, da die Inhibition der T-Zell-prol iteration von der Menge 
der eingesetzten TAIZ abhangt Im Beispiel war die eingesetzte Menge von 1 0.000 TAIZ nicht in der Lage, die 
Proliferation gegenuber nicht-TAIZ-behandelten T-Zellen signifikant zu reduzieren, 29.800 cpm (TAIZ B 
10.000) versus 31.900 cpm (MO B 10.000). 

[0113] Zur Klarung, warum im Tlerversuch ein Teil der Zellen abgestoBen wird und kein transienter Chimeris- 
mus (> 21 Tage) entsteht, wurde die nach 6 tagiger Zellkuttivierung (mit M-CSF und v-IFN stimulierte Zellen) 
in der Durchflufizytometrie untersucht. Es zeigt sich hierbei eine Zell population groBer monozytarer Zellen und 
eine Entitat lymphozytarer Zellen. Die monozytaren Zellen exprimieren zum groBten Teil (> 95%) das typische 
monozyten-spezifische Antigen CD14, wogegen sich die lymphozytaren Zellen weitestgehend aus B-Zeflen 
(CD20^ rekrutieren. Die Trennung beider Zellpopulationen erfblgte in einem nachsten Schritt mit Anti-CD14- f 
respektiVB Anti-CD20-Antikorpern gekoppelten magnetic beads, um dann den EinfluB der jeweiligen ZeHentiti- 
tat auf die T-Zellproliferation in der MLC getrennt zu untersuchen. Wie in Fig. 7B gezeigt, konnte die lympho- 
zytare Zellpopulation eines Spenders B, die nach 6 tagiger Kultivierung mit M-CSF und anschlie&ender 2-ta- 
giger Stimulation mit v-IFN als nicht adharente Zeflfraktion noch persistiert, die T-Zellpopulation eines 
nicht-verwandten Respond era A gegen Stimulatorzeilen von C nicht unterdrucken. Auch die von A selbst ge- 
nerierten Lymphozyten konnen dies nicht. Dagegen konnen die von B generierten Monozyten (nach Kultivie- 
rung mit M-CSF und Stimulation mit v-IFN) die T-Zellprol iteration eines Res ponders A signifikant inhibieren. 
Auch die von A selbst generierten TAIZ konnen diese Suppression in Kultur einleiten und damit autologe T-Zel- 
len inhibieren (Daten nicht gezeigt). 

[0114] In einem weiteren Versuch wurde dann durch Immunisierung von Mausen mit humanen TAIZ, die wie 
in Beispiel 1 beschrieben hergestellt wurden, ein Antikorper (GM-7) generiert, der spezifisch an ein Antigen 
bindet, das nur auf CD14-Zellen exprimiert wird, die der6-tagigen ex-situ Modifikation mit M-CSF und 2-tagiger 
Y-1FN Stimulation unterworfen wurden. 

[0115] Fig. 1 zeigt die in der DurchfluRzytometrie ermittelte Bindungsfahigkeit von GM-7 an monozytare Zel- 
len nach in vitro Modifikation. Es lafit sich erkennen, dad die direkt aus Buffycoat gewonnenen CD1 4-positiven 
Monozyten den Antikorper GM-7 nicht binden (die grau unterlegte Wolke ist Deckungsgleich mit der Antikor- 
perkontrolle). Dagegen exprimieren ein Teil der Monozyten nach Kultivierung in M-CSF und Stimulation mit 
Y-2FN ein Antigen, welches vom monoklonalen GM-7 Antikorper erkannt wird. 

[0116] Es konnte gezeigt werden, dafi die nach M-CSF-Behandlung und v-IFIM-Stimulation generierte CD14* 
Zellpopulation in Abhangigkeit vom eingesetzten Medium unterschiedliche Mengen an Monozyten enthalt, die 
den monoklonalen Antikorper GM-7 bindet (siehe Tabelle 2). 

FCS AM [-Serum X-vivo ohne Serumanteil 



GM-7* 82,2±3,8% 89,1 ±4.5% <S7.7±8,9% d5,4±4.9% 

GM-T 16,3±5,3% 9,8±2,5% 29.4*6,5% 31,2±6,2% 



Tabelle 2: Bei der Preparation der Monoryten aus dem Bufly-coat wurde entweder FCS eingesetzt, wie im Bei- 
spiel 2 beschrieben, oder analog 50 ml AM I -Serum, 50 ml X-vivo Serum, oderganz auf Serum verzichtet 

[0117] Aufgrund dieser Daten wurde dann in einem weiteren Ansatz die Suppressoraktivitat der CD147GM-7* 
Zellen mit denen der CD147GM-7 -Zellen in der MLC verglichen. Wie Fig. 7C zeigt, findet sich ein signifikanter 
Unterschied zwischen den GM-7-positiven und nicht positiven Zellen. Nur die GM-7-positive Fraktion innerhalb 
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der CD1 4-positiven Monozyten (nach 6-tagiger M-CSF-Behandlung und 2-tagiger v-IFN-Stirnuiation) ubt einen 
signifikanten Inhibitionseffekt auf die T-Zellproliferationsaktivitat von Responderzellen A nach Stimulation mit 
Zellan von C aus. Im Beispiel sind die praparierten Monozyten von einem Individuum B. Die autologen Mono- 
zyten von A verhalten sich analog, da nur GM-7* Zellen von A die Inhibition autologer T-Zellen verursachen 
(Daten nicht gezeigt). 

[0118] Diese Daten sprechen dafur, daB fur klinische Zwecke durch die Verfiigbarkeit des monoklonalen An- 
tikorpers GM-7 eine homogene Zellpopulation mitoptimaler Suppressorfunktion aus den Ursprungsmonozyten 
nach Kultivierung mit M-CSF und v-IFN-Stirnulation isoliert werden kann. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Transplantat-Akzeptanz induzierenden Zellen monozytaren Ursprungs, 
dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) Monozyten aus Blut isoliert; 

b) die Monozyten in einem geeigneten Kulturmediurn vermehrt, welches einen zellularen Wachstumsfaktor ent- 
halt; 

c) die Monozyten gleichzeitig mit oder im AnschluB an Stufe b) in einem y-IFN enthaltenden Kulturmediurn kul- 
tiviert; und 

d) die in Stufe c) gebildeten Transplantat-Akzeptanz induzierende Zellen gewinnt, indem man die Zellen von 
dem Kulturmediurn abtrennt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man Monozyten humanen Ursprungs ver- 
wendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB man im AnschluB an die Stufen c) oder d) die 
Transplantat-Akzeptanz induzierenden Zellen durch Bindung an den von der Hybridomzellinie DSM ACC2542 
produzierten Antikorper selektiert. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB man in Stufe b) als zellularen 
Wachstumsfaktor M-CSF verwendet. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die M-CSF Konzentration im Kulturmediurn 
2 bis 20 ug/l betragt. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB man die Monozyten im AnschluB 
an Stufe b) 24 bis 72 Stunden lang in einem V-2FN enthaltenden Kulturmediurn kultiviert, wobei man die Kul- 
tivierung in Gegenwart von y-IFN 3 bis 6 Tage nach Beginn der Kultivierungsstufe b) beginnt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die v-IFN-Konzentration im Kulturmediurn 0,1 
bis 20 ng/ml betragt 

8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Gesamtdauer der Kultivie- 
rung in den Stufen b) und c) 4 bis 8 Tage betragt. 

9. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB man die Zellen im AnschluB an 
Stufe d) in einem geeigneten Zellkulturmedium oder in einer PBS- oder NaCI-Losung suspendiert. 

10. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die Zellen in einem Ein- 
friermedium suspendiert und anschlieBend tiefgefriert. 

11 . Verfahren nach den Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB das Einfriermedium fotales Kalberse- 
rum (FCS) und DMSO umfasst. 

12. Transplantat-Akzeptanz induzierende Zellen monozytaren Ursprungs. 

13. Transplantat-Akzeptanz induzierende Zellen nach Anspruch 12, erhaltlich nach dem Verfahren gemaB 
den Anspruchen 1 bis 11. 

14. Transplantat-Akzeptanz induzierende Zellen nach den Anspruchen 12 oder 13, dadurch gekennzeich- 
net, daB sie humanen Ursprungs sind. 
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15. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend die Transplantat-Akzeptanz induzierenden Zellen 
nach den Anspruchen 12 bis 14. 

16. Verwendung der Transplantat-Akzeptanz induzierenden Zellen nach den Anspruchen 12 bis 14 zur 
Herstellung pharmazeutische r Praparate zur Suppression von TranspJantat-AbstoBungsreaktionen. 

17. Antikorper produzierende Hybridomazellinle DSM ACC2542. 

18. Antikorper, von der Hybridomazellinis DSM ACC2542 produziert. 

19. Verwendung des Antikorpers nach Anspruch 18 zum Nachweis und/oderzur Selektion von Transplan- 
tat-Akzeptanz induzierenden Zellen. 

Esfolgen 19 Blatt Zeichnungen 
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Anhangende Zeichnungen 
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